コイの浮腫症に関する研究 by 親松 剛
コイの浮腫症に関する研究












要旨 - - ･- - - - - - - - ･- ･- - - - - - - - - - - 1
緒言
?
第1章 コイの浮腫症の病因論 - - - - - - - - - - - - ･- - 6
第1節 浮腫症の実験感染 ･- ･･- - ･- - - - - - - - - ･6
第2節 ウイルス分離の試み - - - - - - - - - - - - - 12
第3節 病理組織と電子顕微鏡による病原体の検出 - - ･- - - ･15
第4節 病原体の増殖部位 - - - - - ･- - - ･- - - - - 40
第5節 病原体の大きさ - - - - - - - ･- - - - - ･- ･44
小括 - - - - - - - - - - - - - - - ･- - - - - - 46
第2章 コイ浮腫症ウイルスの性状 - - ･- - - - - - - I- - ･48
第1節 コイ浮腫症ウイルスの増殖様式 - - - - ･- - - - - 48
第2節 コイ浮腫症ウイルスの核酸性状 - - - - - - - - - ･52
実験-1 ウイルス核酸の調製 - - - - - - - - - - - ･52
実験-2 ウイルスの核酸型 - - - - - - - .･- - - - 56
実験-3 ウイルス核酸の分節の有無 - ･- - - - - - - ･60
第3節 コイ浮腫症ウイルスの安定性 ･- - - - - - - - - ･63
実験-1 ウイルスの有機溶媒感受性 ･- - ･- ･･- - - - 63
実験-2 ウイルスの熱安定性 - - - - - ･- - - - - - 66
実験-3 ウイルスの pH感受性 - ･- - - - .- - - - ･68
小括 - - - - - - - - ･- - - - - - - - - - - - - 70
第3章 コイ浮腫症ウイルスの検出法の確立 - - ･- - - - - - - ･71
第1章 コイ浮腫症ウイルス DNAのクローニング - - - - - - 71
第2節 コイ浮腫症ウイルス DNAのクローン化断片の
塩基配列決定と柏同性検索 - - - - - - - - - - ･77
第3節 pcR法によるコイ浮腫症ウイルスDNA検出法の確立 - - 82
小 括 - - - - ･- ･- - ･- - - - - - - - - - - - - 88
総括 - - - - - - - - - ･- - - - - - - ･- - - - ･- ･88
謝辞 - - ･- - - ･- - - ･- - - - - - - - - - - - - ･92
引用文献 - - - - - - - ･- - - - ･- - - - - - - - - I93
参考文献 - - - - - - ･- - - - - - - - - - - - - - ･･96














































































































































































? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?




































No.of Meanbody Dilutionof Perc ent
passage weight(g) filtrate mortality
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由来 7種類,その他の魚類由来 3種類の合計 19種類で,詳細をTable2に示す｡
これらの細胞は24ウエルプレー ト(CORNING)を用いて培養し,単層を形成するよ
うに播種した｡培養液には,5%の牛胎児血清(Gibco)と14rM のHepesを含む
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定量的実験感染 体重0.05-0.20gのマゴイ稚魚 5尾を300mgの飼育水 (脱塩素
水道水)とともにプラスチック製のビーカーに収容した｡ビーカーには蓋とエアー
レーションを設けた｡このような飼育実験区を複数用意し,この中に階段希釈し













































































Fish1 Fish2 Fish3 (Healthyfish)
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の遠心を行い上清を回収したOこれを更に 530/.,44% (W/W)ショ糖 (10 riM




分間の遠心分離を行い,沈殿を 300lLlの 10rM Tris-HCl(pH9.0)に再浮遊し,
超音波処理 (pasolinaUSC-1,3分間)をしたものを精製ウイルスとした｡すべて



























アガロー スゲル電気泳動 緩衝液は,TBEBuffer(TrislO8g,ほう酸 55g,0.5M
EDTApH8.050mlに蒸留水を加え101とする)を使用した｡アガロース(SIGMA
TypeⅡ)は,0.8% となるようにTBEBufferで調製した｡調製しておいた各種の

















二 二 二 十

































































































































500rM EDTApH8.0に 1% 量のN-ラウロイルサルコシン酸ナトリウムと1/10








た後,パルスタイム 40秒でバッファー温度 14oC,6v/cmで 18h泳動した｡そ




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































塩基配列の決定 CyPP-3は 1272塩基,CyPp-77は 1246塩基を有していた
(Figs.51&52)0GC含量は,それぞれの 33.6% と33.7% と低かった｡ポックス
ウイルス科のGC含量は,脊椎動物を宿主とする亜科 Chordopoxvirinaeが一部の
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さらに F2とR2で増幅を行う2段階の増幅反応 (以下,NestedPCR)の 3通り
を試みたopcRは,1反応当たり20Llの系で行った.反応系には,0･50の Taq






















して 1,500×g,10分間の遠心をし,その上酒を 400nm のアイソポアメンブレ
ンフィルター (HTMILLIPORE)で漉過した｡これを接種源とした｡健康なマゴ
イ稚魚 (平均体重 0.4g)10尾を 300mgの飼育水とともにビーカー内に収容し,
エアーレー ションを行いながらlmlの接種源を加えて(最終希釈率 1/33,000)1時
間浸漬接種した｡対照として無接種で同様の処理を行った実験区もおいた｡その


























PCR では 100ag まで検出可能であった (Fig.56)｡これは,それぞれ 2,000
コピー,200コ ピー,20コピーに相当する量である.
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排卵の確認 ･人工採卵 ･人工受精 ホルモンを授与されたメス親魚が排卵に到る

















後,着卵用メッシュ(ポリプロピレン製,約 18cmX31cm,網目問約 1.5m ,














の 30cmガラス水槽で,容量 18/,水量は約 147とした｡付属装置は基本的に
醇化稚魚の飼育装置と同様 (p.98)であるが,排水は塩化ビニール製パイプを通
してアングル下部に集め,塩素処理を行ってから下水に廃棄した｡
付図1.半流水式 30cmガラス水槽.(1)給水パイプ.(2)排水用サイホン.(3)排
水用塩ビ管.(4)塩ビ製蓋.(5)エアーレーション.(6)石英管ヒーター.(7)バ
イメタル式サーモスタット.
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2.2 定量的実験感染に用いた装置
第1章第4節第5節,第2章第3節の定量的実験感染に用いた装置を付図2に
示した.水槽は,プラスチック製のビーカーで,水量は 300mlとした｡付属品
は,蓋および蓋と一体型のエアーレー ションのみで止水飼育とした (付図2a)｡水
温調節は,室温をコントロールすることによって行った｡実験を行う際には,ス
タイロフォーム製の枠にビーカーを固定し多数並べた (付図2b)0
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付図2.定量的実験感染に用いた装置.a.水槽に用いたプラスチック製ビーカー
と蓋.b.スタイロフォーム製の枠に水槽を固定し実験を行っている様子.
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